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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft gentechnisch erzeugte losli- 
che Fusionsproteine bestehend aus nicht zur Immun- 
globulinfamilie gehorigen humanen Proteinen Oder s 
Teilen davon und verschiedenert Anteilender konstan- 
ten Region von Immunglobulinmolekulen. Die funktio- 
nellen Eigenschaften beider Fusionspartner bleiben 
uberraschenderweise im Fusionsprotein erhalten. 

Aus der EP-A 0325 262 und der EP-A 0314 317 10 
sind entsprechende Fusionsproteine bestehend aus 
verschiedenen Domanen des CD4-Membranproteins 
menschlicher T-Zellen und aus humanen lgG1-Anteilen 
bekannt. Einige dieser Fusionsproteine binden mit glei- 
cher Affinitat an das Glycoprotein gp1 20 des Humanen 15 
Immundefizienz-Wus wie das zellgebundene CD4 
Molekul. Das CD4-Molekul gehGrt zur Immunglobulinfa- 
milie und ist folglich bezuglich seiner Terti&rstruktur 
sehr ahnlich aufgebaut wie Immunglobulinmolekule. 
Dies gilt auch fur die ct-Kette des T-Zell-Antigenrezep- 20 
tors, fur die solche Fusionen ebenfalls beschrieben wur- 
den (Gasooigne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 
84 (1987), 2937-2940). Aufgrund der sehr fihnlichen 
Dom&nenstruktur war deshalb in diesem Fall die Beibe- 
haltung der biologischen Aktivitat der beiden Fusions- 25 
partner im Fusionsprotein zu erwarten. 

Die erfindungsgemaG vorzugsweise an den Ami- 
noterminus der konstanten Region von Immunglobulin 
gekoppelten humanen Proteine gehOren nicht zur 
Immunglobulinfamilie und sind folgenden Klassen zuzu- 30 
ordnen: (i) membranstandige Proteine, deren extrazel- 
lul&re DomSne ganz Oder teilweise in die Fusion 
eingebracht wind. Insbesondere sind dies Thrombopla- 
stin und Cytokin- und Wachstumsfaktorrezeptoren, wie 
die zellul&ren Rezeptoren fur Inter leu kin-4, Interleukin- 35 
7, Tumor-Nekrose-Faktor, GM-CSF, G-CSF, Erythro- 
poietin; (ii) nicht membran-standige Idsliche Proteine, 
die ganz oder teilweise in die Fusion eingebracht wer- 
den. Insbesondere sind dies Proteine von therapeuti- 
schem Interesse wie z.B. Erythropoietin und andere 40 
Cytokine und Wachstumsfaktoren. 

Die Fusionsproteine kdnnen in bekanrrten pro- und 
eukaryontischen Expressionssystemen h erg est el ft wer- 
den, vorzugsweise jedoch in SSugerzellen (z.B. CHO-, 
COS-, BHK-Zellen). as 

Die erfindungsgemaBen Fusionsproteine sind auf- 
grund ihres Immunglobulinanteils mittels Affinitatschro- 
matographie leicht zu reinigen und besitzen 
verbesserte pharrnakokinetische Eigenschaften in viva 

In vielen Fallen ist der Fc-Teil im Fusionsprotein fOr so 
den Einsatz in Therapie und Diagnostik durchaus vor- 
teilhaft und fOhrt so z.B. zu verbesserten pharmakoki- 
netischen Eigenschaften (EP-A 0232 262). 
Andererseits ware fur manche Anwendungen die MGg- 
lichkeit einer Entfernung des Fc-Teil s wunschenswert, 55 
nachdem das Fusionsprotein auf die beschriebene vor- 
teilhafte Art exprimiert, nachgewiesen und gereinigt 
wurde. Dies ist dann der Fall, wenn sich der Fc-Anteil 



fOr den Einsatz in Therapie und Diagnostik a!s hinder- 
lich erweist, z.B. wenn das Fusionsprotein als Antigen 
fur Immunisierungen dienen soli. 

Es existieren verschiedene Proteasen, deren ver- 
wendung fur diesen Zweck als denkbar erscheint. 
Papain oder Pepsin werden beispielsweise fur die 
Erzeugung von F(ab)-Fragmenten aus Immunglobuli- 
nen eingesetzt (Immunology, Hrsg. Roitt, I. etal.,Gower 
Medical Publishing, London (1989)), jedoch spaltensie 
nicht sonderlich spezifisch. Der Blutgerinnungsfaktor 
Xa hingegen erkennt in einem Protein die relativ settene 
Tetrapeptidsequenz lle-Glu-Gly-Arg und fOhrt eine 
hydrolytische Spaltung des Proteins nach dem Arginin- 
restdurch Spaltsequenzen, die das beschriebene Tet- 
rapeptid enthalten, wurden zuerst von Nagai und 
Thogersen in ein Hybridprotein auf gentechnologi- 
schem Wege eingefiihrt (Nagai, K. und Thogersen, 
H.C., Nature, Bd. 309 (1984), 810-812). Diese Autoren 
konnten zeigen, daBdie in E. coli exprimierten Proteine 
tatsachlich spezifisch von Faktor Xa gespalten werden. 
Aus Publikationen ist jedoch noch kein Beispiel 
bekannt, daB solche Proteine auch in eukaryotischen 
und insbesondere in Animalzellen exprimiert und nach 
ihrer Reinigung von Faktor Xa gespalten werden kdn- 
nen. Eine Expression der erfindungsgemaBen Proteine 
in Animalzellen ist jedoch vorzuziehen, da nur in einem 
sol chen Zellsystem die Sezernierung von z.B. norma- 
lerweise membranstandige Rezeptoren als Fusions- 
partner unter Beibehaftung ihrer nativen Struktur und 
damit ihrer biologischen Aktivitatzu erwarten ist. Sezer- 
nierung in den ZellkulturGberstand erleichtert die nach- 
folgende einfache Reinigung des Fusionsproteins. 

Die Erfindung betrifft somit gentechnisch erzeugte 
Idsliche Fusionsproteine bestehend aus nicht zur 
Immunglobulinfamilie gehdrenden humanen Proteine 
oder Teilen davon und verschiedenen Anteilen der kon- 
stanten Reg ion en von schweren oder leichten Ketten 
von Irrtmunglobulinen verschiedener SubWassen (IgG, 
IgM, IgA, IgE). Als Immunglobulin bevorzugt ist der kon- 
stante Teil der schweren Kette von humanem IgG, 
besonders bevorzugt von humanem lgG1. wobei die 
Fusion an den Hinge-Bereich erfolgt. In einer besonde- 
ren Ausfuhrungsform ist der Fc-Teil durch eine mitein- 
gebaute mittels Faktor Xa spaltbare Spaltsequenz auf 
einfache Weise abtrennbar. 

Ferner betrifft die Erfindung Vertahren zur gentech- 
nischen Herstellung dieser Fusionsproteine sowie 
deren Verwendung fur die Diagnostik und die Therapie. 

Die Erfindung ist schlieBlich in weiteren Beispielen 
erldutert. 

Beispiel 1 : Thromboplastin-Fusionsproteine 

Die Blutgerinnung ist ein vbrgang von zentraler 
Bedeutung im menschlichen Organismus. Entspre- 
chend fein reguliert ist die Gerinnungskaskade, in der 
eine Vielzahl zelluldrer Faktoren und Plasmaproteine 
zusammenwirken. Die Gesarntheit dieser Proteine (und 
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deren Kbfaktoren) wird als Gerinnungsfaktoren bezeich- 
net. Endprodukte der Gerinnungskaskade sind Throm- 
bin, das die Aggregation von Blutpl&ttchen (Platelets) 
induziert, und Fibrin, das den Plateletthrombus stabili- 
siert. Thrombin katalysiert die Bildung von Fibrin aus 
Fibrinogen und wird selbst durch limitierte Proteolyse 
von Prothrombin gebildet. Fur dieseri Schritt tst aktivier- 
ter Faktor X (Faktor Xa) verantwortlich, der in Gegen- 
wart von Faktor Va und Calciumionen an 
Plateletmembranen bindet und Prothrombin spaltet. 

Zwei Wege existieren zur Aktivierung von Faktor X, 
der extrinsische und der intrinsische "pathway". Im 
intrinsischen "pathway" wird eine Serie von Faktoren 
durch Proteolyse aktiviert, urn jeweils selbst aktive Pro- 
teasen zu bilden. Im extrinsischen "pathway" wird 
Thromboplastin (Tissue Factor) von verletzten Zellen 
verstEkrkt synthetisiert und aktiviert Faktor X, zusammen 
mit Faktor Vila und Calciumionen. Fruher wurde ange- 
nommen, dafl sich die Aktivitdt von Thromboplastin auf 
diese Reaktion beschrinkt. Jedoch greift der Thrombo- 
plastin/Vlla-Komplex auf der Ebene von Faktor IX eben- 
falls aktivierend in den intrinsischen "pathway" ein. Ein 
ThromboplastinA/lla-Komplex ist also einer der wichtig- 
sten physiologischen Aktivatoren der Blutgerinnung. 

Es ist daher vorstellbar, daR Thromboplastin, abge- 
sehen von seiner Verwendung als Diagnostikum (s,u,) t 
auch als Bestandteil von Therapeutika zur Behandlung 
angeborener Oder erworbener Blutgerinnungsdefizien- 
zen eingesetzt werden kann. Beispiele hierfur sind 
chronische Hdmophilien verursacht durch einen Mangel 
an Faktoren VIII, IX Oder XI Oder auch akute StOrungen 
der Blutgerinnung als Folge von z.B. Leber- oder Nie- 
renerkrankungen. Auch nach chirurgischen Eingriffen 
ware der Einsatz eines solchen Therapeutikurns denk- 
bar. 

Thromboplastin ist ein integrates Membranprotein, 
dasnichtzur Immunglobulinfamiliegehdrt. Thrombopla- 
stin-cDNA-Sequenzen sind von insgesamt vier Grup- 
pen veroffentlicht worden (Fisher et at., Thromb. Res., 
Bd. 48 (1987), 89-99; Morrisey et al.. Cell, Bd. 50 
(1987), 129-135; Scarpati et al„ Biochemistry, Bd. 26 
(1987), 5234-5238; Spicer etal., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, Bd. 84 (1987), 51 48-51 52).Die Thromboplastin - 
cDNA beinhattet einen offenen Leserahmen, der fur ein 
Polypeptid aus 295 Aminosaureresten kodiert, wovon 
die N-terminalen 32 Aminosauren als Signalpeptid fun- 
gieren. Reifes Thromboplastin besteht aus 263 Amino- 
saureresten und besitzt eine Drei-Domanen-Struktur: i) 
aminoterminale extrazellulare Domane (219 Aminosau- 
rereste); ii) Transmembranregion (23 Aminosaurere- 
ste); iii) cytoplasmatische Domane (Carboxyterminus; 
21 Aminosaurereste). In der extrazellularen Domane 
existieren drei potentielle Stellen for N-Glykosylierung 
(Asn-X-Thr). Thromboplastin ist normalerweise glyko- 
syliert, jedoch scheint die Glykosylierung nicht essenti- 
ell fur die Aktivitatdes Proteins zu sein (Paborsky et al., 
Biochemistry, Bd. 28 (1989). 8072-8077). 

Thromboplastin wird als Zusatz zu Plasmaproben 



in der Gerinnungsdiagnostik benOtigt. Durch die enstu- 
fige Prothrombin-Gerinnungszeitbestimrnung (z.B. 
Quick-Test) laBt sich der Gerinnungsstatus der urtter- 
suchten Person feststellen. Das fur die Diagnostikerfor- 

5 derliche Thromboplastin wird gegenwartig aus 
humanem Gewebe gewonnen, wobei das Herstellungs- 
verfahren schwer standardisierbar ist, die Ausbeute 
niedrig liegt und erhebliche Mengen humanes Aus- 
gangsmaterial (Plazenten) bereit gestellt werden mus- 

w sen. Andererseits ist zu erwarten, da 6 auch die 
gentechnische Herstellung von nativem, membrange- 
bundenem Thromboplastin, bedingt durch komplexe 
Reinigungsverfahren, problematisch sein wird. Diese 
Problematiken konnen durch die erfindungsgemafte 

75 Fusion an Immunglobulinanteile umgangen werden. 

Die erfindungsgema6en Thromboplastin-Fusions- 
proteine werden von Saugerzellen (z.B. CHO-. BHK-, 
COS-Zellen) ins Kufturmedium ausgeschleust, uber 
Affinitatschromatographie an Protein A-Sepharose 

20 gereinigt und besitzen uberraschend hohe Aktivitat in 
der einstufigen Prothrornbin-Gerinnungszeitbestim- 
mung. 

Klonierung von Thromboplastin-cDNA 

25 

Zur Klonierung der Tnromboplastin-cDNA wurde 
die publizierte Sequenz von Scarpati et al., Biochemi- 
stry, Bd. 26 (1987), 5234-5238, benutzt. Hieraus wur- 
den zwei Ofigonukleotidsondenmolekule (s. Fig.1) 

30 abgeleitet. Mit diesen beiden SondenmolekOten wurde 
eine cDNA-Bank aus humaner Placenta (Grundmann et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 83 (1986), 8024- 
8028) abgesucht. 

Es wurden verschieden lange cDNA-Klone erhal- 

35 ten. Ein Klon, 2b-Apr5, der fur das weitere Vorgehen 
verwendet wird, kodiert fOr die gleiche AminosSurese- 
quenz, wie die in Scarpati et al. beschri ebene cDNA. In 
Fig. 2 ist die Gesamtsequenz des Klons 2b-Apr5 mit der 
daraus abgeleiteten Thromboplastin- Ami nosaurese- 

40 quenz dargestelht. Konstruktion eines fur Thrombo- 
plastin-Fusionsprotein 

kodierenden Hybridplasmids pTFIFc. 

45 Das Plasmid pCD4E gamma 1 (EP 0 325 262 A2; 
hinterlegt bei ATCC unter der Nummer No. 67610) dierrt 
zur Expression eines Fusionsproteins aus humanem 
CD4-Rezeptor und humanem lgG1 . Die fur die extrazel- 
lulare DomSne von C04 kodierende DNA-Sequenz wird 

so aus diesem Plasmid mit den Restriktionsenzymen Hin- 
dlll und BamHI erttfernt. Mit dem Enzym Hindlll darf 
hierbei nur eine teilweise Spaltung durchgefOhrt wer- 
den, um nur bei einer der zwei in pCD4E gamma 1 ent- 
haltenen Hindlll-Stellen zu schneiden (Position 2198). 

55 Es liegt dann ein geoffneter Vektor vor, bei dem eine 
eukaryotische Transkriptionsregulationssequenz (Pro- 
motor) von der offenen Hindlll-Stelle gefolgt wird. Die 
offene BamHI-Stelle liegt am Beginn der kodierenden 
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Regionen for einen Pentapeptidlinker, gefolgt von den 
Hinge- und den CH2- und CH3-Domanen vom mensch- 
lichem lgG1. Der Leserahmen in der BamHI-Erken- 
nungssequenz GGATCC ist dergestalt, daB GAT als 
AsparaginsSure translatiert wird. DNA-Amplifizierung 5 
mit thermostabiler DNA-Polyrnerase erm&glicht eine 
gegebene Sequenz so zu verandern, daB an eines oder 
beide Enden beliebige Sequenzen angefugt werden. 
Zwei OligonuWeotide wurden synthetisiert, die mit 
Sequenzen in der S'-untranslatierten Region (A: 5' w 
GATCGATTAAGCTTCGGAACCCGCTC- 
GATCTCGCCGCC 3') bzw. kodierenden Region (B: 5' 
GCATATCTGGATCCCCGTAGAATATTTC- 
TCTGAATTCCCC 3') der Thromboplastin-cDNA hybri- 
disieren kflnnen. Oligonukleotid A ist dabei teilweise 15 
homolog zur Sequenz des kodierenden Stranges, Oli- 
gonukleotid B ist teilweise homolog zum nicht-kodieren- 
den Strang; vergt. Fig. 3. 

Nach erfolgter Amplifizierung liegt also ein DIMA- 
Fragment vor (827 bp), das (bezogen auf den kodieren- 20 
den Strang) am 5-Ende vordem Beginn der kodieren- 
den Sequenz eine Hindlll-Stelle, am 3'-Ende nach den 
Kodons fur die ersten drei AminosSurereste der Trans- 
membranregion eine BamHI-Stelle errthaft. Der Lese- 
rahmen in der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, daS 25 
nach Ligierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E gamma 
1 eine Genfusion erreicht wird mit einem durchgehen- 
den Leserahmen vom Initiationskodon der Thrombopla- 
stin-cDNA bis zum Stopkodon der schweren Kette des 
lgG1. Das erwOnschte Fragment wurde erhalten und 30 
nach Behandlung mit Hindlll und BamHI in den oben 
beschriebenen mit Hindlll (partiell)/BamHI geschnitte- 
nen Vektor pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende 
Plasmid erhielt den Namen pTF1 Fc (Fig. 4). 

35 

Transfektion von pTF1 Fc in Saugerzellen 

Das durch das Plasmid pTFIFc kodierte Fusions- 
protein wird im folgenden als pTFIFc bezeichnet 
pTFIFc wurde transient in COS-Zellen exprimiert. 40 
Hierzu wurden COS-Zellen mit Hilfe von DEAE-Dextran 
mit pTF1 Fc transfiziert (EP A 0325 262). 

Indirekte Immuntluoreszenzuntersuchungen erga- 
ben ca. 25% als Anteil transfizierter Zellen. 24 h nach 
Transfektion wurden die Zellen in serumfreies Medium as 
uberfuhrt. Dieser Zelluberstand wurde nach weiteren 
drei Tagen geerntet. 

Refnfgung von pTFl Fc-Fuslonsprotein aus Zellkul- 
turtiberstanden so 

1 70 ml Uberstand von transient transf izierten COS- 
Zellen wurden Qber Nacht in einem BatchprozeB bei 
4°C mit 0 P 8 ml Protein-A-Sepharose in einer Saule 
gesammelt, mit 10 Volumen Waschpuffer gewaschen ss 
(50mM Tris-Puffer pH 8,6, 150mM NaCI) und mit Eluti- 
onspuffer (1O0mM Citronensaure: 100mM NaCitrat 
93:7) in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Die ersten 9 Fraktio- 
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nen wurden nach sofortiger Neutral isierung nit jewefls 
0,1 ml 2M Tris-Puffer pH 8,6 vereinigt und das errthal- 
tene Protein durch drei ZyWen KonzerrtratiorvVerdGn- 
nung im Amicon-Mikrokonzentrator (Centrican 30) in 
TNE-Puffer (50mM Tris-Puffer pH 7,4, SOnAfl MaCI, 
1mM EDTA) uberfuhrt. Das so erhaltene pTFlFcistin 
der SDS-PAGE elektrophoretisch rein (U.K. Lammti, 
Nature 227 (1970) 680-685). In Abweseitieft von 
Reduktionsmitteln verhalt es sich in der SDS-fiAGE wie 
ein Dimer (ca. 165 KDa). 

Biologische Aktivrtat von gereinigtem TF1 Fc in der 
Prothrombin-Gerinnungs-zeitbestimmung 

TF1Fc-Fusionsprotein ist in niedrigen Konzentratio- 
nen (> 50 ng/ml) in der einstuf igen Prothromhm-Gerin- 
nungszeitbestimmung (Vinazzer, H. Gerinnwgsphysi- 
ologie und Methoden im Blutgerinnungslabor (1979), 
Fisher Verlag, Stuttgart) aktiv. Die erzielten Gertnrungs- 
zeiten sind vergfeichbar mit den Gerinnungszerten, (fie 
mit Thromboplastin, das aus humaner Plazenta isoliert 
wurde, erhalten werden. 

Beispiel 2: lnterleukin-4-Rezeptor-Fusionsproteine 

lnterleukin-4 (IL-4) wird von T-Zellen syrthetisiert 
und wurde ursprunglich als B-Zell-Wachstunsfaktor 
bezeichnet, da es B-Zell-Proliferation stimulieenkarn. 
Es ubt eine Vielzahl von Effekten auf diese Zellen aus. 
Insbesortdere ist dies das Anregen der Synthese von 
Molekulen der Immunglobulinsubklassen IgGI und IgE 
in aktivierten B- Zellen (Coffmann et at., Immunol. Rev., 
Bd. 102 (1988) 5). Daruber hinaus reguliert L-4auch 
die Proliferation und Differenzierung von T-Ztflen und 
anderen haematopoetischen Zellen. Es tragtsonst zur 
Regulierung von allergischen und anderen immunologic 
schen Reaktionen bei. IL-4 bindet mit hoher AfinSatan m 
einen spezifischen Rezeptor. Die cDNA, die fur den 
humanen IL-4-Rezeptor kodiert, wurde isoliert (kfeerda 
etal., J.Exp.Med. Bd. 171 (1990) 861-873. AusderAna- \ 
lyse der von der cDNA Sequenz abgeleiteten Amino- 
sauresequenz gent hervor, daB der IL-4 Rezeptor aus 
insgesamt 825 Aminosauren besteht, wobei (fie N-ter- 
minalen 25 Aminosauren als Signalpeptid fungeren. 
Rerfer humaner IL-4-Rezeptor besteht aus 800 Amino- 
sauren und besitzt wie Thromboplastin eine Dreidonta- 
nenstruktur: i) aminoterminale extrazellulare Danane 
(207 Aminosauren); ii) Transmembranregion (24 Ami- 
nosauren) und iii) cytoplasmatische Domane (569 Ami- 
nosauren). In der extrazelluiaren Domane existieren 
sechs potentielle Stellen for N-Glykosylierung (Asn-X- 
Thr/Ser). IL-4-Rezeptor besitzt Homologien ztm huma- 
nen ll-6-Rezeptor, zur p-Untereinheit des humanen IL- 
2-Rezeptors, zum Maus-Erythrapoietin- Rezeptor und 
zum Ratten-Prolaktinrezeptor (Idzerda et al., aa.o). Es 
ist somit wie Thromboplastin kein Mitglied der Intmun- 
globulinfamilie, sondern wird zusammen mit den aufge- 
fOhrten homologen Proteinen zur neuen Familie der 
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Haematopoetinrezeptoren gerechnet. Mitgliedern die- 
ser Familie sind 4 Cysteinreste und eine sich in der 
Nahe der Transmembranregion befindliche konser- 
vierte Sequenz (Trp-Ser-X-Trp-Ser) in der extrazellula- 
ren Domane gemeinsam. 5 

Aufgrund der beschriebenen Funktion des IL-4/IL- 
4-Rezeptorsystems ist ein therapeutischer Etnsatz 
einer rekombinanten Form des IL-4-Rezeptors zur 
Unterdnuckung IL-4-vermrttetter Immunreaktionen (z.B. 
Transplantationsabstof3ungsreaktion, Autoimmunkrank- 10 
heiten, aliergische Reaktionen) mOglich. 

Die for eine Therapie erforderliche Substanzmenge 
machen eine gentechnische Herstellung solcher Mole- 
kule notwendig. ErfindungsgemaG ist wegen der pro- 
blemlosen Reinigung durch Affinitatschromatographie 75 
und der verbesserten pharmakokinetischen Eigen- 
schaften die Synthese von l&slichen Formen des IL4- 
Rezeptors als Immunglobulinfusionsprotein besonders 
vorteilhaft. 

Die IL-4-Rezeptor-Fusionsproteine werden von 20 
Saugerzellen (z.B. CHO-, BHK-, COS-Zellen) in das 
Kulturmedium ausgeschleust liber Affinitatschromato- 
graphie an Protein-A-Sepharose gereinigt und besrtzen 
uberraschenderweise identische funktionelle Eigen- 
schaften wie die extrazellulare Domane des intakten 25 
membrangebundenen I L-4- Rezeptormolekuls. 

Konstruktion eines fur IL-4-Rezeptor-Fusionspro- 
teln kodierenden Hybridplasmids plL-4RFc. 

30 

Wird das Plasmid pCD4EGamma1 mrt Xhol und 
BamHI geschnitten, liegt ein geoffneter Vektor vor, bei 
dem die offene Xhol-Stelle "downstream" von der Pro- 
motersequenz liegt. Die offene BamHI-Stelle liegt am 
Beginn der kodierenden Regionen fur einen Pentapep- 35 
tid linker, gefolgt von den Hinge- und den CH2- und 
CH3-Domanen vom menschlichem IgGl. Der Leserah- 
men in der BamHI-Erkennungssequenz GGATCC ist 
dergestalt, daf3 GAT als Asparaginsaure translatiert 
wird. DNA-Amplifizierung mit thermostabiler DNA-Poly- 40 
merase ermoglicht eine gegebene Sequenz so zu ver- 
andern, daB an eines oder bcide Enden beliebige 
Sequenzen angefugt werden. Zwei Oligonukleotide 
wurden synthetisiert, die mit Sequenzen in der 5'- 
untranslatierten Region (A: 5' GATCCAGTACTCGAGA- 45 
GAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3") bzw. 
kodierenden Region (B: 5' CTATG ACATGGATCCTGC - 
TCGAAGGGCTCCCTGTAGGAGTTGTG 3*) der IL-4- 
Rezeptor-cDNA, die Woniert im Vektor pDC302/T22-8 
vorliegt (Idzerda et al., a.a.O.), hybridisieren kOnnen. so 
Oligonukleotid A ist dabei teilweise homolog zur 
Sequenz des kodierenden Stranges, Oligonukleotid B 
ist teilweise homolog zum nicht-kodierenden Strang; 
vergl. Fig. 5. Nach erfolgter Amplifizierung mittels ther- 
mostabiler DNA-Polym erase liegt ein DNA-Fragment 55 
vor (836 bp), das bezogen auf den kodierenden Strang 
am 5-Ende vor dem Beginn der kodierenden Sequenz 
eine Xhol-Stelle, am 3'-Ende vor dem letzten Kodon der 



extrazellutaren Domane eine BamHI-Stelle enthat Der 
Leserahmen in der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, 
daB nach Ugierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E 
gamma 1 eine Genfusion erreicht wird mit einem dirch- 
gehenden Leserahmen vom Initiationskodon der IL-4- 
Rezeptor-cDNA bis zum Stopkodon der schwerenKette 
des lgG1. Das erwunschte Fragment wurde eihalten 
und nach Behandlung mit Xhol und BamHI in denoben 
beschriebenen mit Xhol/BamHI geschnittenen Vektor 
pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende Pfasmid 
erhielt den Namen plL4RFc (Fig. 6). 

Transfektion von plL4RFc in Saugerzellen 

Das durch das Plasmid plL4RFc kodierte Fusfans- 
protein wird im folgenden als plL4RFc bezekhnet. 
pIL4RFc wurde transient in COS-Zellen exprimiert. 
Hierzu wurden COS-Zellen mit Hilfe von DEAE-Dextran 
mit plL4RFc transfiziert (EP A 0325 262). Intfrekte 
Immunfluoreszenzuntersuchungen ergaben ca. 25% 
als Anteil transfizierter Zellen. 24 h nach Transfektion 
wurden die Zellen in serumfreies Medium ubeffuhrt. 
Dieser Zelluberstand wurde nach weiteren drei Tagen 
geerntet. 

Reinigung von IL4RFc-Fusionsprotein aus ZeBcul- 
turuberstanden 

500 ml Uberstand von transient transf izterten COS- 
Zellen wurden uber Nacht in einem BatchprozeB bei 
4°C mit 1,6 ml Protein-A-Sepharose in einer SSule 
gesammelt, mit 10 Volumen Waschpuffer gewaschen 
(50mM Tris-Puffer pH 8,6, 150mM NaQ) und mit Eluti- 
onspuffer (1O0mM CitronensSure: 100mM NaCrtrat 
93:7) in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Die ersten 9 Ftaktio- 
nen wurden nach sofortiger Neutralisierung rnit jeweils 
0,1 ml 2M Tris-Puffer pH 8,6 vereinigt und das enthal- 
tene Protein durch drei ZyWen Konzentration/Verdun- 
nung im Amicon-Mikrokonzentrator (Centricon 30) in 
TNE-Puffer (50mM Tris-Puffer pH 7,4. 50mM NaCI, 
1mM EDTA) uberfiihrt. Das so erhaltene IL4RFc ist in 
der SDS-PAGE elektrophoretisch rein (U.K. L&nmli, 
Nature 227 (1970) 680-685). In Abwesenheit von 
Reduktionsmrtteln vertialt es sich in der SDS-PAGE wie 
ein Dimer (ca. 150 KDa). 

Biologische AktMtdt von gereinigtem IL4RFc 

IL4RFc-Protein bindet 125 l-radiomarkiertes IL-4 mit 
gleicher Aff initdt (KD=0.5nM) wie membrangebundener, 
intakter IL-4-Rezeptor. Es hemmt die Proliferation der 
IL-4-abhangigen Zellinie CTLLHulL^RI Klon D (Idzerda 
et al., a.a.O.) in Konzentrationen von 10-1000 ng/ml. 
Daruber hinaus eignet es sich hervorragend fur die Ent- 
wicklung von IL-4-Bindungstests, da es uber seinen Fc- 
Teil an mit z.B. Kaninchen-antihuman-lgQ vorbeschich- 
tete Mikrotiterplatten gebunden werden kann und in die- 
ser Form ebenfalls mit hoher Affinitat seinen Uganden 
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bindet 

Beispiel 3: Erythropoietin-Fusionsproteine 

Reifes Erythropoietin (EPO) 1st ein aus 166 Amino- 
sauren bestehendes Glykoprotein, das essentiell fur die 
Entwicklung von Erythrozyten ist. Es stimuliert die Rei- 
fung und die terminate Differenzierung erythroider Vor- 
Iduferzellen. DiecDNAfur human es EPO wurde kloniert 
(EPA-0267 678) und kodiert fur die 166 Aminosduren 
des reifen EPO und ein fur die Sezernierung essentiel- 
les Signalpeptid von 22 Arninosauren. Mit Hilfe der 
cDNA kann rekombinantes funktionelles EPO in gen- 
technisch verSnderten Saugerzellen hergestellt werden 
und zur Therapie von anarnischen Erscheinungen ver- 
schiedenen Ursprungs (z.B. bei akuten Nierenversa- 
gen) Mini sen eingesetzt werden. 

ErfindungsgemaS istwegen der problemlosen Rei- 
nigung und der verbesserten pharmakokinetischen 
Eigenschaften die Synthese von EPO als Immunglobu- 
linfusionsprotein besonders vorteilhaft. 

Konstruktion eines fur Erythiopoietin-Fusionspro- 
tein kodierenden Hybridplasmids pEPOFc. 

Diese Konstruktion erfolgte analog zu der im Bei- 
spiel 2 beschriebenen (Abschnitt: "Konstruktion eines 
fur IL-4-Rezeptor-Fusionsprotein kodierenden Hybrid- 
plasmids plL-4RFc n ). Zwei Oligonukleotide wurden syn- 
thetisiert, die mit Sequenzen in der Ndhe des 
Initiationskodons (A: 
S'GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCAC- 
GAATGTCCTGCCTGGCTGTGG 3') bzw. des Stopko- 
dons (B; 5* 

CTGGAATCGGATCCCCTGTCCTGCAGGCC- 
TCCCCTGTGTACAGC 3*) der im Vektor pCES kfonier- 
ten EPO-cDNA (EP A 0267 678) hybrdisieren kannen. 
Oligonukleotid A ist dabei teilweise homolog zur 
Sequenz des kodierenden Stranges, Oligonukleotid B 
ist teilweise homolog zum nicht-kodierenden Strang; 
vergl. Fig. 7. Nach erfolgter Amplifizierung liegt mittels 
thermostabiler DNA-Polymerase ein DNA-Fragment vor 
(598 bp), dasbezogen auf den kodierenden Strang am 
S'-Ende vor dem Initiationskodon eine Xhol-Stelle ent- 
hait und in dem am 3 -Endedas Kodon fur den vorletz- 
ten C-terminalen AminosSurerest von EPO (Asp) in 
einer BamHI-Erkennungssequenz vorliegt. Der Lese- 
rahmen in der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, daft 
nach Ligierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E gamma 
1 eine Genfusion erreicht wird mit einern durchgehen- 
den Leserahmen vom Initiationskodon der EPO-cDNA 
bis zum Stopkodon der schweren Kette des lgG1. Das 
erwOnschte Fragment wurde erhalten und nach 
Behandlung mit Xhol und Bam HI in den oben beschrie- 
benen mit Xhol/BamHI geschnittenen Vektor pCD4E 
gamma 1 ligiert. Das resultierende Plasmid erhielt den 
Namen pEPOFc (Fig. 8). 



PatentansprGche 

1. Losliche Fusionsproteine bestehend aus nicht zur 
Immunglobulinfamilie gehdrigen humanen Protei- 

5 nen oder Teilen davon und verschiedenen Anleilen 
von Immunglobulinmolekulen alter SubkJassea 

2. Fusionsproteine nach Anspruch 1, darfurch 
gekennzeichnet, daf3 der Imrnunglobulinantei der 

10 konstante Teil der schweren Kette von humsnenri 
IgG ist. 

3. Fusionsproteine nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, da (3 der Immunglobulinantel der 

is konstante Teil der schweren Kette von humanem 
lgG1 oder ein Protein-A-bindendes Fragment 
davon ist. 

4. Fusionsproteine nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, 
20 dadurch gekennzeichnet da 6 die Fusion an die 

"Hinge"- Region erfolgt. 

5. Fusionsproteine nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin tisio- 

25 nierte Protein der extrazellulare Anteil eines Mem- 
branproteins oder Teilen davon ist. 

6. Fusionsproteine nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 

30 nierte Protein der extrazellulare Anteil von Throm- 
boplastin oder Teilen davon ist. 

7. Fusionsproteine nach AnsprOchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 

35 nierte Protein der extrazellulare Anteil eines Cyto- 
kirv oder Wachstumsfaktor-Rezeptors oder Teilen 
davon ist. 

8. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
40 zeichnet, daft das an Immunglobulin fusiortierte 

Protein der extrazellulare Anteil von IL-4 Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 

9. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
45 zeichnet, daft das an Immunglobulin fusiortierte 

Protein der extrazellulare Anteil von I L-7- Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
so zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 

Protein der extrazellulare Anteil von G-CSF-Rezep- 
tor oder Tei len davon ist. 

11. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
55 zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 

Protein der extrazellulare Anteil von GM-CSF- 
Rezeptor oder Teilen davon ist 
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12. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekerrn- 
zeichnet, da 6 das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von Erythropoietin- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

5 

13. Fusionsprotein nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein nicht merrtbranstandiges losli- 
ches Protein Oder Teil davon ist. 

10 

14. Fusionsprotein nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfaktor 
oder Teil davon ist. 

15 

15. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein Erythropoietin oder Teil davon ist. 

16. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 20 
gekennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein GM-CSF oder G-CSFbzw. Teil davon 

ist. 

17. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 25 
gekennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil 
davon ist. 

18. Fusionsprotein nach einem der vorausgehenden 30 
AnsprOche 1-17, dadurch gekennzeichnet, daB 
zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwischen dem 
Immunglobulirrteit und dem Nicht-lmmunglobulinteil 
insertiert ist. 

35 

19. Verfahren zur Herstellung von Fusionsproteinen 
nach einem der Anspruche 1-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die fur diese Konstrukte codierende 
DNA in ein S&ugerzell-Expressionssystem einge- 
bracht und nach Expression das gebildete Fusions- 40 
protein mittets Affinitatschromatographie uber den 
Immunglobulinanteil gereinigt wird. 

20. Verwendung der Fusionsproteine nach einem der 
Anspruche 1 -18 zur Diagnostik. 45 

21. Verwendung der Fusionsproteine nach einem der 
Anspruche 1-18 zur Therapie. 

PatentansprOche f Or folgenden Vertragsstaat : ES so 

1 . Verfahren zur Herstellung lOslicher Fusionsproteine 
bestehend aus nicht zur Immunglobulinfamilie 
gehorigen humanen Proteinen oder Teilen davon 
und verschiedenen Anteilen von Immunglobulinmo- 55 
lekulen aller Subklassen, dadurch gekennzeichnet, 
daB die fur diese Konstrukte codierende DNA in ein 
pro- oder eukaryotisches, vorzugsweise SSuger- 



zell-Expressionssystem eingebracht und nach 
Expression das gebildete Fusionsprotein nittels 
Affinitatschromatographie uber den Immunglobulin- 
anteil gereinigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Immunglobulinanteil der kon- 
stante Teil der schweren Kette von humanem IgG 
ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Immunglobulinanteil der kon- 
stante Teil der schweren Kette von humanem kjG1 
oder ein Protein -A-bind end es Fragment davon ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, dal3 die Fusion an die 
"Hinge"- Region erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruchen 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil eines Merrbranpro- 
teins oder Teilen davon ist. 

6. Verfahren nach Anspruchen 1-4, dadurch getenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von Thrombopla- 
stin oder Teilen davon ist. 

7. Verfahren nach Anspruchen 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil eines Cytokin- oder 
Wachstumsfaktor- Rezeptors oder Teilen davon ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von IL-4 Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 7. dadurch getenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von IL-7-Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gehenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von G-CSF-Rezep- 
tor oder Teilen davon ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von GM-CSF- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazelluiare Anteil von Erythropoietin- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 
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13. Verfahren nach AnsprClchen 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immurtglobulin fusionierte 
Protein ein nicht membranstandiges lOsliches Pro- 
tein oder Teil davon ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das an Immunglobulin fusionierte 
Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfektor oder 
Teil davon ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein Erythropoietin oder Teil davon ist 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein GM-CSF oder G-CSF bzw. Teil davon ist. 
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boplastin oder Teilen davon ist. 

Fusionsproteine nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulSre Arrteil eines Cyto- 
kin- oder, Wachstumsfaktor-Rezeptors oder Teilen 
davon ist. 

Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von IL-4 Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 

Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von IL-7-Rezeptor 
oder Teilen davon ist. 



17. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 10. 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte zo 
Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil davon ist. 

18. Verfahren nach einem der vorausgehenden 
Anspruche 1-17, dadurch gekennzeichnet, daB 11. 
zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwischen dem 25 
Immunglobulinteil und dem Nicht-lmmunglobulinteil 
insertiert ist. 



Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellul&re Anteil von G-CSF-Rezep- 
tor oder Teilen davon ist. 

Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von GNI-CSF- 
Ftezeptor oder Teilen davon ist. 



PatentansprUche fur folgenden Vertragsstaat : GR 

1 . LOsliche Fusionsproteine bestehend aus nicht zur 
Immunglobulinfamilie gehdrigen humanen Protei- 
nen oder Teilen davon und verschiedenen Anteil en 
von Immunglobulinmolekulen atler Subklassen. 

2. Fusionsproteine nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet. daft der Immunglobulinanteil der 
konstante Teil der schweren Kette von humanem 
IgG ist. 

3. Fusionsproteine nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Immunglobulinanteil der 
konstante Teil der schweren Kette von humanem 
lgG1 Oder ein Protein-A-bindendes Fragment 
davon ist. 

4. Fusionsproteine nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Fusion an die 
"Hinge n -Region erfolgt. 

5. Fusionsproteine nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil eines Mem- 
branproteins oder Teilen davon ist. 

6. Fusionsproteine nach Anspruchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet. daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von Throm- 



12. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
30 zeichnet, daft das an Immunglobulin fusionierte 

Protein der extrazellulare Anteil von Erythropoietin- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruchen 1-4, dadurch 
35 gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein nicht membranstandiges Icsli- 
ches Protein oder Teil davon ist. 

14. Fusionsprotein nach Anspruch 13, dadurch 
40 gekennzeichnet. daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfaktor 
oder Teil davon ist. 

15. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 
45 gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein Erythropoietin oder Teil davon ist. 

16. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 

so nierte Protein GM-CSF oder G-CSF bzw. Teil davon 
ist. 

17. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daft das an Immunglobulin fusio- 

55 nierte Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil 
davon ist. 

18. Fusionsprotein nach einem der vorausgehenden 
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Ansproche 1-17, dadurch gekennzeichnet, daG 
zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwischen dem 
Immunglobulinteil unddem Nicht-lmmunglobulinteil 
inserti ert ist. 

5 

19- Verfahren zur Herstellung von Fusionsproteinen 
nach einem der Anspruche 1-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die fur diese Konstrukte codierende 
DNA in ein Saugerzell-Expressionssystem einge- 
bracht und nach Expression das gebildete Fusions- 10 
protein mittels Affinitatschromatographie Qber den 
Immunglobulinanteil gereinigt wird. 

20. Verwendung der Fusionsproteine nach einem der 
Anspruche 1-18 zur Diagnostik. is 
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GTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCTTC6CCCA6GTGGCC6GCGCTTCAGGCACT 

121 + + + + + + 180 

CAGCGAGCCTGCGAGGACGAGCCGACCCAGAAGCGGGTCCACCGGCCGCGAAGTCCGTGA 

<*************************** 

01 igonukleotid 1 



ACAMTACTGTGGCAGCATATAATTTAACnGGAMTCAACTAATTTCAAGACAATTTTG 

181 - -•+ + + + + + 240 

TGTTTATGACACCGTCGTATAnAAATTGAACCTTTAGnGATTAAAGTTCTGTTAAAAC 
**************************** | 



01 igonukleotid 2 
j *********************************** ************> 

AACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACAGTTAACCGGAAGAGTACA 

721 + + + + + + 780 

TTGATGACAAAGTCACAAGTTCGTCACTAAGGGAGGGCTTGTCAATTGGCCTTCTCATGT 



10 



EP 0 835 939 A2 



10 30 50 

GCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATC6ATAAGCTTGATATCGAATTCTCTCGGCGAACCCC 

70 90 110 

CTCGCACTCCCTCTGGCCGGCCCAGGGCGCCnCAGCCCAACCTCCCCAGCCCCACGGBC 

130 150 170 

GCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTGGTAGACATGGAGACCCCT6CCTGGCCC 

MetGluThrProAlaTrpPro 

190 210 230 

CGGGTCCCGCGCCCCGAGACCGCCGTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCnCGCC 
ArgVal ProArg ProGl uThrAl aVal Al aArgThrLeuLeuLeuGlyTrpVal PheAl a 

250 270 290 

CAGGTGGCCGGCGCTTCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATAtAATTTAACTTGGAAA 
Gl nVal Al aGlyAl aSerGI yThrThrAsnThrVal Al aAl aTyrAsnLeuThrTrpLys 

310 330 350 

TCAACTAATTTCAAGACAATTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACT 
SerThrAsnPheLysThrlleLeuGluTrpGluProLysProValAsnGI nValTyrTbr 

370 ! 390 410 

GTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAGA7TGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACA 
ValGlnlleSerThrLysSerGlyAspTrpLysSerLysCysPheTyrThrThrAspThr 

430 450 470 

GAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAGGATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTC 
Gl uCy sAspLeuThrAspGl u 1 1 eVal LysAspVal LysGl nThrTyr LeuAl aArg Val 

490 510 530 

TTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGTTCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAG 
PheSerTyrProAlaGlyAsnValGl uSerThrGlySerAlaGlyGluProLeuTyrGlu 

550 570 590 

AACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGACAGCCAACAATTCA6AGT 
AsnSerProGI uPheThrProTyrLeuGl uThrAsnLeuGl yGl nProThrlleGlnSer 
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§i±n ~. 2 (Fortsetzung) 



610 630 650 

TTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACC6TAGAAGATGAACGGACTTTAGTCAGA 
PheGl uGl n Val Gl yThrLysVal AsnVal ThrValGl uAspGl uArgThrLeuVal Arg 

670 690 710 

AGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATTTATACACTT 
ArgAsnAsnThrPheLeuSerLeuArgAspValPheGlyLysAspLeuIleTyrThrLeu 

730 750 770 

TATTATTGGAAA7CTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT 
TyrTyrTrpLysSerSerSerSerGlyLysLysThrAlaLysThrAsnThrAsnGluPhe 

790 810 830 

TTGATTGATGTGGA7AAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCC 
Leu II eAspVal AspLysGlyGl uAsnTyrCysPheSerVal Gl nAl aVal II eProSer 

850 870 890 

CGAACAGTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGG 
ArgThrValAsnArgLysSerThrAspSerProValGluCysMetGlyGlnGluLysGly 

910 930 950 

GAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGTATTTGTGGTCATCATCCTTGTC 
Gl uPheArgGl ull ePheTyrll e ii eGlyAl aValVal PheVal Val Hell eLeuVal 

970 990 1010 

ATCATCCTGGCTATATCTCTACACAAGTGTAGAAAGGCAGGAGTGGGGCAGAGCTGGAAG 
1 1 e II eLeuAl all eSerLeuHi s LysCys ArgLysAl aGl yVal Gl yGl nSerTrpLys 

1030 1050 1070 

GAGAACTCCCCACTGAATGTTTCATAAAGGAAGCACTGTTGGAGCTACTGCAAATGCTAT 
Gl uAsnSerProLeuAsnVal Ser 

1090 1110 1130 

ATTGCACTGTGACCGAGAACTTTTAAGAGGATA6AATACATGGAAACGCAAATGAGTATT 

1150 1170 1190 

T CG GAGC AT GAAGAC C CTGGAGTTC AAAAAACTCTTG AT ATGAC CTGTTATTACCATTAG 
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%g. 2 (Fortsetzung) 



1210 1230 1250 

CATTCTGGTTTTGACATCAGCATTAGTCACTTTGAAATGTAACGMTGGTACTACAACCA 

1270 1290 1310 

ATTCCAAGTnTAATnTTMCACCATGGCACCTTTTGCACATAACATGCTTTAGATTAT 

1330 1350 1370 

ATATTCCGCACTTAAGGATTAACCAGGTCGTCCAAGCAAAAACAAATGGGAAAATGTCTT 

1390 1410 1430 

AAAAAATCCTGGGTGGACTTTTGAAAAGCT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 TTTTTGAGACGGAGTC 

1450 1470 1490 

TTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTAGCACGATCTCGGCTCACTTGCACCCTCCGT 

1510 1530 1550 

CTCTCGGGTTCAAGCAATTGTCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGTGCGC 



1570 ( 1590 1610 

ACTACCACGCCMGCTAATTTTTGTATTTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATCTTGGC 



1630 1650 1670 

CAGGCTGGTCTTGAATTCCTGACCTCAGTGATCCACCCACCTTGGCCTCCCAAAGATGCT 

1690 1710 1730 

AGTATTATGGGCGTGAACCACCATGCCCAGCCGAAAAGCTTTTGAGGGGCTGACTTCAAT 

1750 1770 1790 

CCATGTAGGAAAGTAAAATGGAAGGAAATTGGGTGCATTTCTAGGACTTTTCTAACATAT 

1810 1830 1850 

GTCTATAATATAGTGTTTAGGTTCTTT I Mill I CAGGAATAC ATTTGGAAATTCAAAAC 

1870 1890 1910 

AATTGGGCAAACTTTGTATTAATGTGTTAAGTGCAGGAGACATTGGTATTCTGGGCAGCT 
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Ma : Z(Fortsetzung) 

1930 1950 1970 

TCCTAATATGCTTTACAATCTGCACTTTAACT6ACTTAAGTGGCA7TAAACATTTGAGAG 

1990 2010 2030 

CTAACTATATTTnATAAGACTACTATACAAACTACAGAGTTTATGATTTAAGGTACTTA 

2050 2070 2090 

AAGCTTCTATGGnGACAnGTATATATAATTTTTTAAAAAGGTTTTTCTATATGGGGAT 

2110 2130 2150 

TTTCTATTTATGTAGGTAATATTGTTCTATTTGTATATATTGAGATAATTTATTTAATA7 

2170 

ACTTTAAATAAAG GTGACT GGGAATTGTT 
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in. 3 



Hindll I 

5' GATCGATTAAGCTTCGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCC 3' Oligonukleotid A 

Illllllllllllll IMIIMM 

AGCCCCACGGGCGCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTGGTAGACATGGAG 

110 +- + + + * 167 

TCGGGGTGCCCGCGGTGCCTTGGGCGAGCTAGAGCGGCGGTTGACCATCTGTACCTC 

MetGlu 

— -:— - - I 

5'-untranslatiert Beginn 

Leserahmen 
(Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Domane | Beginn Transraembranregion 

I 

GlnGluLysGlyGluPheArgGluIlePheTyrllelleGlyAlaVal 
CAGGAGAAAGGGGAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGT 

890 + + + + + 9 40 

GTCCTCTTTCCCCTTAAGTCTCTTTATAAGATGTAGTAACCTCGACACCA 

lllllllllllllllillllMII 

3' CCCCTTAAGTCTCTTTATAAG ATG CC C CTAGGTC TATAC G 5' Oligonukleotid B 

BamHI 
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5364 




Tuft :* 
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Xhol 

5' GATCCAGTACTCGAGAGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3' 01 igonukleotid A 

Ill IIIIIIIIIIIIIMIIM Illli 

AGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTTGGAGGCTGAGGCGG 

61 — - + + + + ♦ + 120 

TCTCTTCGGCCCGCACCACCGAGTACGGATATTAGGGTCGTGAAAACCTCCGACTCCGCC 



-5' -untranslatiert- 



GCAGATCACTTGAGATCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGGTGCCTTGGCATCTCCCAATGGG 

121 4 + + +- + + 180 

CGTCTAGTGAACTCTAGTCCTCAAGCTCTGGTCGGACCACGGAACCGTAGAGGGTTACCC 

5'-untranslatiert- -(MetGly 



Beginn 

Leserahmen (Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Domane | Beginn Transmembranregion 
- I 

Hi sAsnSerTyrArgGl uProPheGl uGl nHi s LeuLeuleuGl yVal SerVal SerCy s 
CACAACTCCTACAGGGAGCCCTTCGAGCAGCACCTCCTGCTGGGCGTCAGCGTTTCCTGC 

839 -+ + + + + 898 

GTGTTGAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCGTGGAGGACGACCCGCAGTCGCAAAGGACG 

Mil II IIMIIlilllllilMIIIIMI 

3' GTGT1GAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCCTAGGTACAGTATC 5' Oil gonukl eotid B 



BamHI 
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Xhol 

5' GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGG 3' OH gonukleotid A 

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMII 

ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCG 

182 + — ♦ ♦ ♦ 235 

TACCCCCACGTGCTTACAGGACGGACCGACACCGAAGAGGACAGGGACGACAGC 

HetGlyValHisGluCysProAlaTrpLeuTrpLeuLeuLeuSerLeuLeuSer - 
Beginn Leserahmen (Signalpeptid) 



Ende Leserahmen-— I 

LeuTyrThrGlyGluAl aCysArgThrGlyAspArgEnd 

----- I 

GCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGACCAGGTGTGTCCACCTGGGC 

724 ♦ — -+ +—-—--+ +— 783 

CGACATGTGTCCCCTCCGGACGTCCTGTCCCCTGTCTACTGGTCCACACAGGTGGACCCG 

lllllllllllllllllllllllllllllllll 
3' CGACATGTGTCCCC7CCGGACGTCCTGTCCCCTAGGCTAAGGTC 5' 011 gonukleotid B 

BamHI 
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3000 

HindHI (2 of 2) 
BamHI (Frame: GAT)' 



JBIglB 
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